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はじめに
　エラスチン繊維は、不溶性の細胞外マトリックス
（extracellular　matrix：ECM）複合体の1つである弾性
繊維の主要構成成分であり、皮膚や肺、血管などの組織
に弾力を与える重要な役割を果たしている。エラスチン
繊維は、細胞から分子量約70kDaの前駆体トロポエラ
スチンとして分泌され、細胞外に存在する微細繊維（マ
イクロフィブリル繊維）1⑥と分子間相互作用後トロポエ
ラスチン間で分子間架橋を形成した結果不溶性の弾性繊
維となると考えられている。すでにトロポエラスチンと
種々のマイクロフィブリルとの結合やトロポエラスチン
のC一末端領域がマイクロフィブリルとの結合部位であ
ることが報告されている7β）。さらにアミン酸化酵素の
一種であるリジルオキシダーゼ（LO）ファミリーは、
トロポエラスチンに含まれるリジン残基のε一アミノ基
を特異的に酸化的脱アミノ化を起こすことで架橋を形成
することが知られている9｝。
　しかし、これまでエラスチン繊維形成機序に関する詳
細な報告はない。これは、」ηu‘uoではECMとして巨大
分子を構成する成分の1分子のみを詳細に追跡できなかっ
たためであると考えられ、さらに」η〃」ぴoでエラスチン
繊維構築を解析できるモデルがなかったためと思われる。
今回私は、大腸菌組み換えトロポエラスチンを用いた定
量可能な仇励roエラスチン繊維構築モデルを作製した
のでこのモデルについて述べる。
1．エラスチン繊維の生理的意義
　近年、細胞、分子生物学的手法が発展したことにより、
トロポエラスチンとマイクロフィブリルの生理的役割に
ついて新たな知見が増えてきた。特にトロポエラスチン
遺伝子欠損マウスを用いた研究からトロポエラスチン遺
伝子を欠損することにより大動脈中膜平滑筋層の肥大が
引き起こされ、生後4日以内に死亡することが報告され
た’°’。また先天性トロポエラスチン遺伝子異常疾患とし
て大動脈弁上狭窄症（SVAS）1u、皮膚弛緩症（CL）’2）が
知られており、SVASではエラスチン繊維の脆弱化が原
因で動脈壁の薄板化や動脈の閉塞が見られ、またCLで
はトロポエラスチンの3’末端にフレームシフト変異が起
こることによりエラスチン繊維が十分に構築されず皮膚
の過伸展などの症状が引き起こされると考えられている。
一方、エラスチン繊維構築に関与するマイクロフィブリ
ルタンパクの先天性遺伝子疾患としてフィブリリンー1
の変異により引き起こされるMar負m症候群13）などが知
られている。また皮膚弛緩症においてトロポエラスチン
遺伝子の変異のみならずエラスチン結合タンパクである
フィブリンー5の遺伝子変異も確認されている12・14）。マ
イクロフィブリル繊維は、エラスチン繊維に依存せず構
築するが、エラスチン繊維は、マイクロフィブリル繊維
に依存して構築されるためマイクロフィブリルタンパク
の異常によりエラスチン繊維は構築されなくなる。これ
らの報告は、エラスチン繊維が皮膚や血管病変において
非常に重要な役割を果たしていることを示唆していると
思われる。
2．エラスチン繊維形成モデル
　エラスチン繊維形成の仇u加o研究は、トロポエラス
チンを産生し、不溶性のエラスチン繊維を形成する胎児、
または新生児の耳軟骨細胞または軟骨芽細胞や平滑筋細
胞、肺繊維芽細胞を含む肺組織から単離した初代培養細
胞が用いられてきた’5’。初代培養細胞を用いた研究から
エラスチン繊維の構成成分の調節、産生におけるいくつ
かの重要な知見が得られたが、このモデルではトロポエ
ラスチンがどのようにECMに組み込まれ、どのように
繊維を構築するかなどエラスチン繊維構築に関する詳細
な解明が不可能であった。なぜなら初代培養モデルでは
細胞密度や細胞の継代回数によりエラスチン繊維の形状
が不安定になるという難点があり、結果としてトロポエ
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ラスチン合成の低下を避けるため連続培養による実験は
困難であったためである。近年ウシトロポエラスチン遺
伝子を組み込んだ哺乳動物細胞発現ベクターをウシ網膜
色素上皮細胞（PE）に遺伝子導入しエラスチン繊維を
形成させる仇励ro繊維構築モデルが開発された16’。こ
のモデルの利点は、エラスチン繊維形成に影響を及ぼす
トロポエラスチンの領域を同定することができる点であ
り、実際にこのモデルを用いエラスチン繊維形成に重要
である領域が同定された161。しかし、このモデルはトロ
ポエラスチンの機能的な領域を解析するために有効なモ
デルであるが遺伝子導入効率の問題やタンパク質分泌の
問題から構造の異なるトロポエラスチン間でのエラスチ
ン繊維構築の定量的な検討は不可能であると考えられた。
3．玩むεかoエラスチン繊維再構築モデル
　これまで述べてきたように過去に報告されたモデルで
は、構造の異なるトロポエラスチンが構築したエラスチ
ン繊維を比較定量することは非常に困難であると思われ
る。過去に細胞培養上清中に同位体標識したトロポエラ
スチンを添加することでエラスチン繊維を構築させる別
のモデルが報告されている17」㌧しかし、このモデルの
使用細胞は内因性のトロポエラスチンを発現しエラスチ
ン繊維を構築しており、あくまで細胞表面に存在するエ
ラスチン繊維への放射性標識トロポエラスチンの取り込
み率を検討することが目的となっていた。そこで私は、
トロポエラスチンを発現せず他のマイクロフィブリルを
発現している細胞にリコンビナントトロポエラスチンを
一定量添加することによりエラスチン繊維を構築させる
新たな仇痂roモデルを確立した。
4．リコンビナントトロポエラスチンが構築するエラ
　スチン繊維
　ヒト網膜色素上皮細胞（ARPE－19）は、トロポエラス
チンを発現せず、マイクロフィブリルの一つでありトロ
ポエラスチンと結合するフィブリリンー119［と近年、エ
ラスチン結合タンパクとして報告されたフィブリンー
52°［を発現していた。またトロポエラスチンの分子間架
橋を修飾する酵素であるリジルオキシダーゼも発現して
いた（図1）。トロポエラスチンは、一次構造解析の結果、
翻訳後修飾を受けないことが知られているため5’末端に
Hisタグを付加したヒト及びウシトロポエラスチン遺伝
子を大腸菌発現用ベクターに組み込み、大腸菌により発
現させた遺伝子組み換えトロポエラスチンをニッケルア
フィニティーカラムで精製した（図2）。得られたヒトト
ロポエラスチン（HTE）及びウシトロポエラスチン
（BTE）をそれぞれ0，5，10，20μg／mLの濃度でARPE－19
の培養上清中にそれぞれ添加し、8日間培養後トロポエ
ラスチン特異的抗体、フィブリリンー1特異的抗体を用
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図1．ARPE－19細胞の遺伝子発現
　　エラスチン繊維を構築する細胞であるHASMC（ヒト大
　　動脈平滑筋細胞）は、トロポエラスチン発現が見られる
　　のに対し、ARPE－19はエラスチン繊維構成成分であるフィ
　　プリリンー1、フィプリンー5、及び架橋形成に必要な酸
　　化酵素であるリジルオキシダーゼを発現するがトロポエ
　　ラスチンは発現していない。
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図2．リコンビナントトロポエラスチンの精製
　　ウシトロポエラスチン（レーン1）とヒトトロポエラスチ
　　ン（レーン2）を精製、透析後SDS－PAGEで分離し特異
　　的抗体を用いWestern　blot　assayを行った。
　　Aはクマシーブルー染色を行った結果、Bは抗His・G抗体、
　　Cはウシトロポエラスチン特異的抗体、Dはヒトトロポエ
　　ラスチン特異的抗体を用いたWestem　blot　assayを行っ
　　た結果である。
いた蛍光免疫染色を行ったところ、添加処理を行ってい
ない細胞では染色されないのに対し、HTE，　BTEを添加
することにより濃度依存的にフィブリリンー1上に観察
されるトロポエラスチンの量は増加した（図3A）。また
トロポエラスチンを一定量添加し、経時的にフィブリリ
ンー1上に沈着するトロポエラスチンを観察したところ、
添加2日後から繊維は確認され、経時的に増加した（図3
B）。またELISAを応用し蛍光免疫染色で観察されたト
ロポエラスチンを数値化したところ、トロポエラスチン
添加濃度依存的、経時的にトロポエラスチン量は増加し、
蛍光免疫染色の結果と同様の結果を得た（図6）。ここで
私は、トロポエラスチンを添加することによりARPE－
19のエラスチン及びマイクロフィブリル、リジルオキ
シダーゼの発現に影響を及ぼすかどうかをRT－PCRによ
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図3．トロポエラスチン及びフィブリリンー1の蛍光免疫染色
（A）ウシトロポエラスチン（BTE、1澱）及びヒト1・ロポエラスチン（HTE、ド段）を0－20μg／mlの濃度でそれぞれARPE49細
　　　胞に処理し8｜1間培養後、トロポエラスチン特異的抗体及びフィブリリンー1特異的抗体を川い蛍光重免疫染色を行った．
〔Bl　HTEを20μg／mlの濃度でARPE－19細胞に処理し、処理後2－12　U　l　lでそれぞれ蛍光二重染色を行・）た　Controlは、無処理で
　　　12日間培養したARPE－19細胞
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図4．組み換えタンパク処理時のARPE－19細II包の発現変動
　　ARPE－19細胞へHTEを20μg／mlで処理した後24または
　　48時間後のエラスチン繊維構成成分の発現変動をRT－
　　PCR法により確認した
り確認した‘，その結果トロポエラスチン添加による
ARPE－19の発現系への影響は見られなかった（図4）．．こ
のことは、蛍光免疫染色により確認されたトロポエラス
チン繊維が外因性のトロポエラスチンのみで構築されて
いることを示1唆している
5．構築したエラスチン繊維の架橋形成
　エラスチン繊維は、リジルオキシダーゼによりトロポ
エラスチン問で架橋アミノ酸であるデスモシン、イソデ
スモシン”．を形成し成熟する．そこで私は構築したエラ
スチン繊維の成熟度合いを検討するために、観察される
繊維に含まれるデスモシンill：を定昌した．その結果、観
察された繊維同様、トロポエラスチン添加濃度依存的、
また添加時間依存〔1勺にデスモシン縫も増加した（図5｝．
特にフィブリリンー1ヒに沈着するトロポエラスチンは、
添加2n後から観察されるθ）に対し、デスモシンは添加
一 25
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図5．架橋アミノ酸（デスモシン）の測定
　（A）ARPE－19細胞にBTE↓｝二段）またはHTE（ド段）をそ
　　　れぞれ20μg／mlの濃度で処理し8日閲培養し、シャーレ
　　　中に含まれるデスモシン（pmol　D）鮭を測定した　シャー
　　　レ内に存在する全タンパク6｛：（mgP）に対するデスモ
　　　シン壌の割合をグラフ化した
　（B｝ARPE49細胞にHTEを20μg／mlぴ）濃度で処理し2－12日
　　　問目で｛A）と同様の処理を行い、全タンパクld：に対す
　　　るデスモシン量の割合を示した
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図7．β一APNによるエラスチン繊維構築の阻害
　　β一アミノプロピオニトリル（β一APN｝を20μg／mlの濃
　　度のBTEを同時にARPE－19細胞に処理し、蛍光免疫染色
　　（A｝及びデスモシン0）定量（B）を行った「
611後に遅れて増加したことから、リジルオキシダーゼ
によるエラスチン繊維の架橋形成はこの繊維構築後期に
行われていることが示唆された。またARPE－19にリジ
ルオキシダーゼの阻害剤であるβ一アミノプロピオニト
リル（β一APN）9．をトロポエラスチンと同時処理するこ
とにより、トロポエラスチンの繊維化をm害することか
らトロポエラスチンはリジルオキシダーゼの酸化的脱ア
ミノ化を受けデスモシンを形成していることが確認され
た（図7）。またβ一APNを処理することにより蛍光免疫
染色でトロポエラスチンの繊維も確認できなかった、、こ
れらのことからリジルオキシダーゼがトロポエラスチン
とマイクロフィブリルとの結合にも関与しているII∫能性
が考えられた、
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図6．ELISAによるエラスチン繊維の’P定i6：
　　96穴プレートの播種したARPE49にBTE（ヒ段）、また
　　はHTE（ド段）を20μg／m1の濃度で処理し811間培養後、
　　特異的抗体を用い反応させ発色試薬を川いて吸光度を測
　　定した
6．エラスチン繊維の生化学的検討
　構築された繊維をRIPA　buf丘rを用い抽出し、トロポ
エラスチン特異的抗体を用いたwestern　blot　assayを
行ったところ3つのバンドを確認した（図8）。最も巨人
な分r（arrow）はDTTによる還元条件ドでも検出され
たのに対し、濃縮ゲルと分離ゲルの問に検出された分子
（arrow　head）は、還元条件ドで完全に消失した．さら
にβ一APN処理により1而バンドは減少し、剃1｛：体の分子
il｛：である68　kDaのバンドが増加した．このことから
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図8．エラスチン繊維の生化学的検討
　　ARPE－19細胞に20μg／mlの濃度のBTEをβ一APN存在下、
　　非存在下で処理し構築させた繊維をRIPAバッファーを用
　　い採取し、トロポエラスチン特異的抗体を用いたwestern
　　blot　assayを行った。
arrowは、成熟したエラスチン繊維のバンドであり、
arrow　headはマイクロフィブリルに沈着しジスルフィ
ド結合を介し複合体を形成したトロポエラスチンである
ことが推測された。
おわりに
　トランスジェニクマウスやエラスチンノックアウトマ
ウスを用いたin　vivoにおけるエラスチン繊維の生理的
意義の解明を目的とした研究が昨今主流となってきたが、
分子レベルにおけるエラスチン繊維構築に関してはほと
んど解明されておらず未だその詳細な機構は不明である。
エラスチンは、オルタネイティブスプライシングを受け
ることでその分子の多様性を持つことが知られてお
り21122［、さらに先天性エラスチン遺伝子異常疾患はヘテ
ロな遺伝子異常であることが知られている1U21。このこ
とは正常時または病態時でも種々のアイソフォームのト
ロポエラスチンが一定の割合で存在していることを示唆
している。私が確立した」η励roエラスチン繊維再構築
モデルではエラスチン繊維構築に重要な領域を探索する
ことが可能なだけでなく、一定量のトロポエラスチンが
構築したエラスチン繊維を比較定量することが可能であ
り、種々のトロポエラスチンアイソフォームが存在する
状態を再現でき、それらが構築するエラスチン繊維を解
析することが可能である。近年増えつつある慢性閉塞性
肺疾患（COPD）や肺気腫、動脈硬化、動脈瘤などの病
変は、エラスチン繊維の分解が重要な要因であることが
知られている23’26）。しかし、現在までエラスチン繊維の
分解を研究した報告はないため今後の検討として、本モ
デルを用い構築したエラスチン繊維を様々な分解酵素に
より分解し、エラスチン繊維のみの分解を解析すること
で、COPDなどのエラスチン繊維の分解が要因となる疾
患の解明や治療に応用できると考えられる。
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lysyl　oxidase，　but　they　do　not　express　tropoelastin．　The　quantity　of　cross－linking　amino　acids　and　mat亘x　associated
tropoelastin　also　increased　together　with　the　matrix－associated　elastin．　Moreover，　the　analysis　of　a　radioimmunoprecipitation
assay（RIPA）buHbr－soluble　f士action　indicated　that　tropoelastin　interacted　with　micro丘brils　and　cross－linked　elastin　was　de－
tected　as　super　molecular　complex．　These　observations　indicated　that　this　iηujぴo　model　is　especially　use負11　fbr　the　analysis
of　mechanisms　of　elastic　fiber　fbrmation．
一28一
